Approximately 70% of medical decisions are made based on results of laboratory investigations. Immunochemical methods are used most commonly in routine laboratory diagnostics of endocrine disorders. Those methods are limited by susceptibility of the immunochemical reaction to various interferences. Interference may be caused by the presence of autologous antibodies, heterophilic antibodies, or paraproteins in the blood serum, by cross-reactions with similar reagents, haemolysis, significant lipidaemia, or hyperbilirubinaemia. Some recent reports have indicated a significant effect of biotin on the reliability of laboratory investigations. Biotin is a water-soluble vitamin belonging to the B group. It is present in popular dietary supplements -alone or as a component of multi-vitamin formulas -and it is advertised as a remedy to falling out and fragility of hair and nails. Due to its low molecular weight and a strong affinity to streptavidin, biotin is used in many immunochemical tests. Due to a strong and stable bond of streptavidin and biotin, analytical methods using the streptavidin (avidin)-biotin system are characterised by superior sensitivity, and they allow determination of very low levels of the tested substance in biological material. The presence of exogenous biotin in a sample may cause interference when using tests that utilise the streptavidin (avidin)-biotin system. Interference of biotin with immunochemical tests depends on several factors: the construction of the immunochemical test, the dose used by the patient, the biotin concentration in the sample, and most of all -the time from the last dose to the collection of biological material for laboratory testing. In this paper we present some practical recommendations and a procedure to be followed in the case of suspected interference of biotin in immunochemical assays, for clinicians and laboratory diagnosticians. 
Introduction
Approximately 70% of medical decisions are made based on results of laboratory investigations [1] . A precise and reliable result of a laboratory investigation allows a physician to make a correct diagnosis and to choose an appropriate therapeutic method. Immunochemical methods are used most commonly in routine laboratory diagnostics of endocrine disorders. They are extensively used because of their advantages, including: high sensitivity, precision, specificity, direct determination of the level of a selected parameter in the serum, plasma, or other biological material, and a relatively short waiting time for the result [2] . Due to enormous technological progress, the majority of these techniques are fully automated, allowing determination of a broad spectrum of laboratory parameters, including: hormones, antibodies, cancer markers, organ injury and/or dysfunction markers, viral infection markers, inflammatory and tissue necrosis markers, and some drugs and vitamins. They include isotope-based methods: radioimmunological assay (RIA) and immunoradiometric assay (IRMA), currently applied for approx. 15-20% of immunochemical determinations. The vast majority of immunochemical determinations used currently in clinical practice are based on a numerous group of non-isotope-based methods, such as: immunoenzymatic method (ELISA), immunochemiluminescence method (CLIA), immunoelectrochemiluminescence method (ECLIA), and others. These methods are limited by susceptibility of the immunochemical reaction to various interferences. Those interferences may be caused by the presence of autologous antibodies in a patient's serum and by in vivo formation of macro-molecules, presence of heterophilic antibodies against animal IgG (HAMA -human anti-mouse antibody, or HAAA -human anti-animal antibody), cross-reactions, or other common factors, including: haemolysis, significant lipidaemia, or hyperbilirubinaemia. Recent reports indicate a possibility of interference caused by biotin. The compound was a cause of false high or false low results of assays based on the streptavidin (avidin)-biotin system [3, 4] .
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high doses of biotin are at particularly high risk of that type of interference. Moreover, biotin may be bought in unlimited amounts, and considering its exceptionally low toxicity, the risk of overdose is also very low.
The other group at risk of biotin interference are patients treated with high doses of biotin (5-300 mg/day) in the course of therapy of congenital metabolic diseases: biotinidase deficiency, thiamine transporter-2 deficiency, holocarboxylase synthetase deficiency [8] . At higher doses biotin is used in neonates and infants, particularly if a metabolic disease is suspected, [9] and in adults suffering from multiple sclerosis (SM) and other demyelinisation diseases [10] . The legitimacy of applying biotin in the treatment of some of those diseases is questioned. Some biotin-containing medicinal products were withdrawn from the market because of their minor therapeutic effect. In Poland the problem of biotin interference associated with those products is practically non-existent because medical procedures involving the use of biotin as a medicinal product are not approved there.
The mechanism of biotin interference in immunochemical assays
The presence of exogenous biotin in a sample may cause interference when using tests that utilise the SA/B system. The first reports of that type of interference were published in 1996. However, only recently the problem has been of greater interest because increasingly detected discrepancies between results of hormonal assays and the clinical presentation. The discrepancy could be potentially associated with extensive use of biotin-containing dietary supplements.
Immunochemical methods are based on a specific reaction between an epitope (3-8 amino acids) on the surface of the antigen, and a corresponding binding site in the molecule of an antibody. Antibodies used in tests recognise a precisely determined chemical structure of the epitope and not the biological activity of the test substance. The use of various systems of detection (markers) allows tracking of the immunological reaction and quantitative determination of the concentration or titre of the test substance. There are two main types of methods used in routine immunological tests. The non-competitive method uses two antibodies: up-taking and detective, which recognise two different determinants of an antigen. A complex is formed: up-taking antibody-antigen-detective antibody; this system increases the sensitivity and specificity of the assay. It is referred to as the "sandwich" type. The other type of reaction uses a labelled antigen, or its analogue, as a detective factor, which competes with the test antigen (non-labelled) for binding sites in molecules of the antibody. This is a com-
When should biotin interference be suspected in immunochemical assays?
Biotin interference may occur in various immunochemical tests -both manual and automated -using the streptavidin (avidin)-biotin bond in their construction.
The streptavidin (avidin)-biotin bond is one of the strongest non-covalent links that is resistant to pH changes, repeated washing, chalotropic factors, and extreme conditions of the reaction (e.g. temperature). Due to the stability and high sensitivity allowing determination of minor levels of a tested analyte (ng/mL, pg/mL) in a biological material, analytical methods commonly use the streptavidin (avidin)-biotin (SA/B) system. Because of low molecular weight, introduction of a molecule of biotin does not change the properties of numerous compounds, such as: proteins, hormones, or antibodies, used in immunochemical tests, and the biotinylation itself does not cause any methodological difficulties. Avidin, an alkaline protein present in egg white, and its non-glycolysed variant -streptavidin, produced by the Streptomyces avidini strain -are easy to obtain.
Biotin interferences are a problem in patients with high blood biotin level, resulting from the use of the compound as a dietary supplement, and in patients treated with high doses of biotin.
Biotin
Biotin (vitamin H, B7, B8) is a water-soluble vitamin belonging to the B group. It is synthesised by intestinal microflora, and therefore its deficiency is rare and mostly associated with the use of broad-spectrum antibiotics. Biotin is necessary for life. The compound is a co-enzyme for various enzymes participating in numerous metabolic pathways. It is an important co-enzyme of carboxylases engaged in gluconeogenesis, synthesis of nucleic acids and fatty acids, the Krebs cycle, and degradation of leucine. Exogeneous biotin is rapidly absorbed by intestinal mucosa, and it is eliminated mainly with urine, either in unchanged form or as metabolites: bisnorbiotin, biotin sulphone, bisnorbiotin-methyl-ketone, and others [5] . Its half-life in blood is approx. 110 minutes [6] . The compound is present in the following foods: pork, liver, egg yolk, soya beans, almonds, and leafy vegetables. The daily demand for biotin in children increases with age, and in adults it is 30-75 μg [7] . Biotin is present in some popular dietary supplements, alone or as a component in multi-vitamin formulas. It is advertised as a remedy for loosing hair and for fragility of hair and nails. In Poland, the most popular dietary supplements contain between 0.3 mg and 10 mg of biotin, which highly exceeds the mean daily demand (by 6 to 200 times). People using PRACE POGLĄDOWE petitive method. The following complexes are formed: labelled antigen-antibody, and test antigen-antibody. Immunochemical reactions may take place in the liquid phase (the homogeneous type of reaction) or in the solid phase (currently the most commonly used), e.g. in a test tube, on a slide, or with paramagnetic micro-molecules (the heterogeneous type of reaction).
In a sandwich test (non-competitive) exogenous biotin binds to streptavidin-coated micro-molecules of the solid phase, allowing further binding of the biotinylated antibody-analyte-labelled antibody complex. That results in reduced intensity of the measured marker signal, and in consequence leads to false low result because in non-competitive methods the signal-to-concentration relationship is proportional to the concentration of the test analyte. In the competitive method, excess of exogenous biotin also binds to streptavidin-coated micro-molecules of the solid phase, thus blocking binding of both biotinylated antibodytest analyte, and biotinylated antibody-labelled analyte complexes. Similarly to the sandwich test, it results in decreased intensity of the measured signal. But in this case the obtained result will be false high, because the number of complexes in the solid phase is inversely proportional to the concentration of the test analyte. Figures 1-4 
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nisms of immunochemical reactions (competitive and sandwich), as well as the mechanism of interference with high biotin levels in both methods [11] . Non-competitive tests (sandwich) are used for determination of large hormone molecules: thyroid stimulating hormone (TSH), luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH), human chorionic gonadotropin (hCG), parathyroid hormone (PTH), insulin-like growth factor 1 (IGF-1), insulin, thyroglobulin, and C-peptide. In this type of test susceptible to high biotin content (and containing the SA/B system) we observe false negative (low) results of assayed hormones.
Competitive tests are used for determination of concentration/titre of small hormone molecules and antibodies: thyroxine (T4/fT4), triiodothyronine (T3/fT3), vitamin D3 (25-OH-D3), steroid hormones (e.g. androstenedione, aldosterone, 17-OH-progesterone), and antibodies: TSH receptor autoantibodies (TRAb), anti-thyroid peroxidaseantibodies (a-TPO), and thyroglobulin antibodies (a-Tg). In this type of test susceptible to high biotin content (and containing the SA/B system) we observe false positive (high) results of assayed hormones and antibodies.
Immunochemical tests based on the streptavidin (avidin)-biotin system -susceptible to biotin interference
Six out of the seven currently most often used immunochemical analysers are equipped with tests based on the streptavidin (avidin)-biotin system. In the Elecsys® Table I presents immunochemical tests from various manufacturers, used in laboratory diagnostics of endocrine disorders, and susceptible to biotin interference. Some manufacturers mention biotin as one of the interfering factors in reagent pack leaflets. Depending on the manufacturer and the type of used test, the threshold level of biotin above which it will interfere with the assay is between 2.4 and 1968 μg/L (between 10 and 8200 nmol/L) (in the previously mentioned analysers) [12] . For the majority of tests that threshold value is < 51 μg/L [13] . Unfortunately, that kind of data is not available for all tests. Manufacturers also do not indicate what doses of the vitamin used by a patient those concentrations refer to [4] . Some more precise information on the effect of various concentrations of biotin on determination of selected parameters was provided by the in vitro experiment carried out on the Elecsys® analyser from Roche, which simulated administration of biotin in doses of 5-10 mg and 100-300 mg, which corresponded to serum biotin levels of 15.6 μg/L, 31.3μg/L, and 500 μg/L. DiaSorin Liaison XL 20 0 --fT4 -free thyroxine; T4 -thyroxine; fT3 -free triiodothyronine; T3 -triiodothyronine; CORT -cortisol; E2 -estradiol; PRG -progesterone; Testost -testosteron; DHEAS -dehydroepiandrosterone; 25OHD -calcifediol; TGAb -thyroglobulin autoantibody; TPOAb -anti-thyroid peroxidase autoantibody; TSHRAb -thyrotropin (TSH) receptor antibody; LH -luteinizing hormone; hCG -human chorionic gonadotropin; FSH -follicle-stimulating hormone; PTH -parathyroid hormone; SHGB -sex hormone binding globulin
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Troponin T and anti-thyroid antibodies were the most susceptible to low biotin levels, and all tests proved to be significantly susceptible to interference of high biotin levels. The experiment demonstrated a high variability of test susceptibility to the interference caused by the presence of biotin in the serum, and provided more precise data compared to those in the manufacturer's leaflet [14] . The in vitro experiment was also done with the Dimension® analyser from Siemens. The experiment investigated the effect of various concentrations of biotin in patients' samples based on results of immunodiagnostic tests. No interference was demonstrated for biotin concentrations between 50 and 200 μg/L. The biotin level of 300 μg/L interfered with assays of troponin and fT3, and levels over 400 μg/L interfered with assays of troponin, digoxin, N-terminal pro b-type natriuretic peptide (NT-pro-BNP), fT3, fT4, TSH, progesterone, and oestradiol [15] . Although both experiments offered numerous pieces of valuable information, they were conducted with "pure" biotin, and they might not reflect the conditions existing in a patient's sample, where, besides biotin itself, there were also its metabolites [8, 15, 16] .
Interference of biotin with immunochemical tests depends on several factors: the construction of the immunochemical test, the dose used by a patient, the biotin concentration in a sample, and, most of all, the time from the last dose to collection of biological material for laboratory testing. The serum level of biotin ingested with food is 0.12-0.36 nmol/L (0.0288-0.0864 μg/L) and does not interfere with tests using the SA/B system [5, 17] . Li et al. designed a study in which six healthy people took biotin at the dose of 10 mg for seven days. The mean baseline biotin level was 0.774 μgL (774 pg/mL), and after seven days the level was 3.6 μg/L (3600 pg/mL). On the day 7 interference was observed for 39% (9 of 23) of the tests using the SA/B system. Another seven days after discontinuation of biotin supplementation, no changes in test results were observed [11] . Biotin in a single dose of 30 mg interferes with assays of fT4, fT3, and thyroglobulin (the analyser from Beckman Coulter), and the interference is maintained for up to 24 h [18] . Three days after discontinuation of biotin, levels of TSH, T4, fT4, and T3 were back to normal in a patient who had been administered 100 mg of biotin three times a day [19] . For children and neonates treated with biotin at doses of 15-20 mg/kg/day, TSH, fT4, and T3 levels were back to normal within 24-48 h of discontinuation of supplementation, and a false high titre of antibodies against the TSH receptor was maintained for up to seven days.
Why is biotin interference important in the diagnostics of thyroid diseases?
False low TSH levels, false high levels of free thyroid hormones, and the presence of antibodies against the TSH receptor (TRAb) may suggest hyperthyroidism, in absence of any clear clinical symptoms. Table II presents test results of thyroid hormones levels in the presence of high biotin concentration (developed after Kummer et al. [20] ).
Biotin interference in hormonal assays -case studies
Papers presenting cases of biotin interference in immunochemical assays have emerged recently. Most com- [27] . Arya et al. described a case of four neonates with suspected metabolic disease, who were administered biotin. Abnormal thyroid hormone levels were observed in all of them, with absence of any clinical symptoms suggesting thyrotoxicosis (the analyser used was from Roche Diagnostics). Biotin was discontinued in three of those neonates, following exclusion of the suspected metabolic disease. All results returned to normal. In the case of the one neonate who was further administered biotin, thyroid hormone levels proved to be within their reference ranges, when assays were completed using a different type of analyser (Centaur from Siemens) [9] . In a three-year-old girl with propionic acidaemia, the investigation of thyroid hormones was recommended as a part of further diagnostics. The TSH results were below the normal range, but levels of fT4 and fT3 were within their reference ranges (the analyser from Roche Diagnostics). The clinical symptoms observed in the patient did not indicate thyrotoxicosis. For that reason, repeated tests using a different analyser were recommended. In the obtained results the TSH level was normal, and levels of fT4 and fT3 were significantly increased (the analyser used was from Beckman Coulter). The patient was treated with 10 mg of biotin four times a day, and differences in results of assays were because not all applied tests were based on the SA/B system (TSH assay, analyser from Beckman Coulter) [17] . In May 2018 a report was published describing a case of a 47-year-old male with SM, who was administered biotin at the dose of 300 mg/day. Investigations of his thyroid function indicated hyperthyroidism (significantly decreased TSH and increased fT4 and fT3 levels). Those results, combined with increased titres of antibodies against TPO (a-TPO) and the TSH receptor (TRAb), suggested Graves-Basedow's disease (G-B). Considering the absence of any clinical symptoms of hyperthyroidism, repeated assays were recommended two weeks after discontinuation of biotin supplementation. All results, except for TRAb, returned to normal [28] . Biotin interference of immunochemical tests caused a suspicion of G-B disease in two other patients [23, 29, 30] , and additionally of hyperoestrogenism on one of them [6] . In mid-2018 a 48-year-old woman with hirsutism, increased body weight, and suspected thyroid disease was ordered additional hormonal investigations. Considering her increased testosterone and cortisol levels, and decreased ACTH and prolactin levels (analysers from Roche Diagnostics and OCD Vitros), imaging diagnostics (MRI and CT) was ordered for the patient. The obtained images did not confirm a suspicion of inactive adenoma and adrenal disease. Considering the increased testosterone level, testosterone-secreting ovarian cancer was suspected, and hysterectomy with oophorectomy was performed needlessly. The assay of free and total testosterone with the LC-MS/MS technique demonstrated that the results were normal. Following discontinuation of biotin supplementation at the dose of 5 mg/day for two weeks, the majority of laboratory parameters, except for TSH, returned to normal. However, determination of TSH using a different analyser indicated that the results were within the reference range (TSH 1.1 mIU/mL, analyser from Beckman Coulter), and clinically the patient was in euthyreosis [31] . Biotin interference was reported also for the determination of PTH [16, 26] . False low PTH level was found in two patients: women aged 60 and 62 years using 1.5 mg and 5 mg biotin, respectively [26] . Table III presents results of hormonal assays for patients in whom the presence of interference caused by various doses of biotin was found (developed after Samarasinghe et al. [12] ).
Due to their character, immunochemical tests based on the interaction between antibodies and antigens are susceptible to interference of antibodies demonstrating an affinity to components of the test. The procedure of this type of test may be affected by antibodies against streptavidin [32, 33] , heterophilic antibodies interacting with biotin [34, 35] , antibodies against murine IgG [36] , antibodies against ruthenium [37] , or antibodies against biotin [38] .
Conclusions
False low or false high results of hormone assays resulting from biotin interference with immunochemical tests based on the SA/B system may lead to incorrect diagnosis and inappropriate treatment, exposure of a patient to long-term stress, and needless additional laboratory and imaging diagnostic procedures that increase the cost of treatment. Both physicians and PRACE POGLĄDOWE laboratory diagnosticians should cooperate for elimination of that problem.
Actions to be taken by a physician in order to limit the biotin interference: -getting information about any biotin-containing dietary supplements used by a patient when gathering the medical history (dose, duration of use); -contacting a laboratory to determine if a particular diagnostic test is susceptible to biotin interference and to what extent;
-if the medical history indicates the use of biotin-containing formulas, laboratory investigations should be performed some time after their discontinuation (depending on time and dose, the period should be from 1 (for low doses) to 3-7 days (higher doses), but individual differences influencing the correlation between biotin supplementation and laboratory investigations have to be considered as well; -in the case of discrepancy between laboratory results and the clinical presentation, repeating the test us- TSH -thyroid-stimulating hormone; fT4 -free thyroxine; fT3 -free triiodothyronine; TPOAb -anti-thyroid peroxidase autoantibody; TRAb -TSH receptor autoantibody; ACTH -adrenocorticotropic hormone; PRL -prolactin; TESTO -testosterone; CORT -cortisol; PTH -parathyroid hormone
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ing an immunochemical test from a different manufacturer, containing no streptavidin (avidin)-biotin system, is recommended. In this case a physician should contact the laboratory in order to determine a reference centre (laboratory) that does not use tests based on the SA/B system; -if the result of a test (repeated with another test) is still discordant with the clinical presentation, another cause of interference to immunochemical assays has to be considered -repeated contact with the laboratory is recommended. The Figure 5 presents the algorithm of actions to be used by a clinician in the case of suspected biotin interference Actions to be taken by a medical diagnostic laboratory in order to limit the biotin interference: -biotin level determination in a patient's sample, before the assay itself, is not possible, because no fully automatic tests for determination of biotin level are currently available for routine laboratory operation; -a method of removing excess of exogenous biotin from a tested sample has been developed recently [8, 40] . The method involves preliminary addition of an appropriate amount of micro-molecules coated with streptavidin (obtained from used reagents) to a sample of serum collected from a patient. The mixture is then incubated (with shaking) for 45 minutes at room temperature. The selected laboratory parameter is determined in the supernatant obtained by centrifugation [8, 39, 40] . Although the whole procedure is not expensive (reagents to be discarded are used), and the time of the procedure is approx. 1 h, the method is hard to adapt to routine operation of a laboratory. Another method used for removal of biotin from a test sample may be chromatography of affinity. Neither of these methods is currently commonly used, and they both require a certain level of expertise in identification of various types of interference; -it is recommended that a laboratory develop its own algorithm of actions to be taken in the case of suspected biotin interference -use of tests containing no SA/B system, access to manual isotope-based methods, chromatographic methods (particularly LC/MS/MS), or -most commonly -cooperation with a laboratory using methods (automatic, manual) that are not susceptible to biotin interference; -a search for other types of interference (e.g. presence of antibodies against streptavidin, heterophilic antibodies, hormone macro-molecules, etc.). Figure 6 presents the algorithm of actions in case of suspected biotin interference, to be used by a laboratory diagnostician.
Suspected biotin interference -inconclusive interpretation of laboratory results -patients using biotin as a drug or dietary supplement
Taking the medical history ask: -if the patient used biotin as a drug or dietary supplement (multi-vitamin formulas)?
-for hwo long, and at what doses?
Recommend discontinuation of biotin supplementation for at least 24 hours before drawing blood (doses < 5 mg/day), or in case of high doses (> 5-300 mg/day) for 3-7 days. Repeat the assay after the grace period using a fresh sample
Contact the laboratory Obtain information on the construction of the test and the manufacturer's recommendations regarding maximum blood biotin level (see Fig. 6 ) If possible, order the hormone level determination using a non-biotin/streptavidin dependant immunoassay
No significant difference in concentration results
Results significantly different from the previous one (consistent with the patient's clinical status)
Contact the laboratory Search for other types of interference
A high probability of biotin interference 
Figure 5. Algorithm of actions in case of suspected biotin interference, to be used by a clinician

Figure 6. Algorithm of actions in case of suspected biotin interference, to be used by a laboratory diagnostician
Streszczenie
Około 70% decyzji medycznych podejmowanych jest na podstawie wyników badań laboratoryjnych. W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej zaburzeń endokrynologicznych stosuje się głównie metody immunochemiczne. Pewnym ograniczeniem tych metod jest podatność na zakłócenie reakcji immunochemicznej przez różnego typu interferencje. Przyczyną interferencji może być obecność w surowicy pacjenta przeciwciał autologicznych, przeciwciał heterofilnych, paraprotein, reakcje krzyżowe z podobnymi związkami, hemoliza, znaczna lipemia lub hiperbilirubinemia. W ostatnich kilku latach pojawiły się doniesienia o istotnych zafałszowaniach wyników badań spowodowanych przez biotynę. Biotyna jest rozpuszczalną w wodzie witaminą z grupy B. Występuje w popularnych suplementach diety, pojedynczo lub jako składnik preparatów multiwitaminowych. Reklamowana jest jako środek na problemy z wypadaniem i łamliwością włosów i paznokci. Biotyna ze względu na mały rozmiar cząsteczki oraz bardzo silne powinowactwo do streptawidyny znajduje zastosowanie w wielu testach immunochemicznych. Metody analityczne wykorzystujące układ streptawidyna (awidyna)-biotyna -ze względu na mocne, stabilne i specyficzne połączenie streptawidyny z biotyną -są bardziej czułe i umożliwiają oznaczenie bardzo niewielkich stężeń badanej substancji w materiale biologicznym. Obecność egzogennej biotyny w próbce może być przyczyną interferencji w przypadku testów wykorzystujących układ streptawidyna (awidyna)-biotyna. To, czy biotyna będzie interferowała w oznaczeniach testów immunochemicznych, zależy od kilku czynników: konstrukcji testu immunochemicznego, wielkości dawki, jaką przyjmuje pacjent, stężenia biotyny w badanej próbce, a przede wszystkim od czasu, jaki upłynie od przyjęcia ostatniej dawki do pobrania materiału do badań laboratoryjnych. W prezentowanej pracy przedstawiono praktyczne zalecenia i algorytm postępowania w przypadku podejrzenia interferencji biotyny w oznaczeniach immunochemicznych dla lekarza klinicysty i diagnosty laboratoryjnego. 
Wstęp
Około 70% decyzji medycznych podejmowanych jest na podstawie wyników badań laboratoryjnych. Dokładny i wiarygodny wynik badania laboratoryjnego pozwala lekarzowi na postawienie odpowiedniej diagnozy i wybór właściwego sposobu leczenia. W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej zaburzeń endokrynologicznych mają zastosowanie głównie metody immunochemiczne. Stosuje się je powszechnie ze względu na ich zalety, takie jak: dużą czułość, precyzję, specyficzność, możli-wość bezpośredniego oznaczenia stężenia wybranego parametru w surowicy, osoczu lub innym materiale biologicznym oraz relatywnie krótki czas oczekiwania na wynik badania [2] . Ze względu na ogromny postęp technologiczny większość z tych technik jest w pełni zautomatyzowana i pozwala na oznaczanie szerokiego spektrum parametrów laboratoryjnych, takich jak: hormony, przeciwciała, markery nowotworowe, markery uszkodzenia narządów i/lub ich dysfunkcji, markery zakażeń wirusami, markery stanów zapalnych i martwicy tkanek oraz niektóre leki i witaminy. Około 15-20% oznaczeń immunochemicznych wykonuje się z zastosowaniem metod izotopowych: metody radioimmunlogicznej (RIA, radioimmunological assay) i immunoradiometrycznej (IRMA, immunoradiometric assay). Znacząca większość oznaczeń immunochemicznych stosowanych w diagnostyce klinicznej bazuje na licznej grupie metod nieizotopowych, np. metodzie immunoenzymatycznej (ELISA, immunoenzymatic method), Dr n. med. Piotr Glinicki, Klinika Endokrynologii, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, Szpital Bielański, ul. Cegłowska 80, 01-809 Warszawa, Polska, tel.: +48 22 569 02 96; e-mail: piotr.glinicki@bielanski.med.pl
Pewnym ograniczeniem tych metod jest podatność na zakłócenie reakcji immunochemicznej przez różnego typu interferencje. Przyczyną takich interferencji może być obecność w surowicy pacjenta przeciwciał autologicznych i tworzenie się in vivo makrocząsteczek, obecność przeciwciał heterofilnych skierowanych przeciwko zwierzęcym IgG (HAMA, human anit-mouse antibody albo HAAA, human anti-animal antibody), rekcje krzyżowe oraz takie powszechnie znane czynniki, jak: hemoliza, znacząca lipemia albo hiperbilirubinemia. W ostatnich kilku latach zaczęły ukazywać się publikacje na temat interferencji spowodowanych biotyną, która była przyczyną fałszywie zawyżonych lub fałszywie zaniżonych wyników badań w testach wykorzystujących układ streptawidyna (awidyna)-biotyna (SA/B) [3, 4] .
Kiedy można podejrzewać wystąpienie interferencji biotyny w oznaczeniach immunochemicznych?
Interferencje biotyny mogą występować w rożnych testach immunochemicznych (zarówno manualnych, jak i w metodach zautomatyzowanych) wykorzystujących w swojej konstrukcji układ streptawidyna (awidyna)-biotyna.
Wiązanie streptawidyna (awidyna)-biotyna jest jednym z najsilniejszych, niekowalencyjnych połączeń. Jest odporne na zmiany pH, wielokrotne płukanie, czynniki chalotropowe i ekstremalne warunki reakcji (np. temperaturę). Ze względu na stabilność i wysoką czułość pozwalającą na oznaczenie nawet niewielkich stężeń badanego analitu (ng/ml, pg/ml) w materiale biologicznym metody analityczne powszechnie wykorzystują układ streptawidyna (awidyna)-biotyna. Ze względu na małe rozmiary cząsteczki wprowadzenie biotyny nie zmienia właściwości wielu związków, takich jak np. białka, hormony czy przeciwciała używane w testach immunochemicznych, a sama biotynylacja nie nastręcza trudności metodycznych. Awidyna -zasadowe białko obecne w białku jaja kurzego oraz jej nieglikozylowany wariant -streptawidyna wytwarzana przez szczep Streptomyces avidini -są łatwe do pozyskania.
Interferencje biotyny dotyczą pacjentów z wysokim stężeniem biotyny we krwi na skutek jej stosowania jako suplementu diety lub u pacjentów leczonych wysokimi dawkami biotyny.
Biotyna
Biotyna (witamina H, B7, B8) jest rozpuszczalną w wodzie witaminą z grupy B. Może być syntetyzowana przez florę bakteryjną jelit, w związku z czym do jej niedoborów dochodzi rzadko, najczęściej w skutek stosowania szerokiego spektrum antybiotyków. Biotyna jest człowiekowi niezbędna do życia. Bierze udział jako koenzym kilku różnych enzymów w wielu szlakach metabolicznych. Jest ważnym koenzymem karboksylaz zaangażowanych w proces glukoneogenezy, syntezę kwasów nukleinowych oraz kwasów tłuszczowych, cykl Krebsa, czy degradację leucyny. Egzogenna biotyna jest szybko wchłaniana przez błonę śluzową jelit i wydalana głównie z moczem w postaci niezmienionej lub w postaci metabolitów, takich jak: bisnorbiotyna, sulfon biotyny, bisnorbiotyno-metylo-keton i inne [5] . Jej okres półtrwania we krwi wynosi około 110 min [6] . W diecie występuje m.in. w takich produktach, jak: wieprzowina, wątroba, żółtko jaja, ziarno soi, migdały czy warzywa liściaste. Dzienne zapotrzebowanie biotyny u dzieci zwiększa się wraz z wiekiem, natomiast dla osoby dorosłej wynosi 30-75 μg [7] . Biotyna występuje w popularnych suplementach diety, pojedynczo lub jako składnik preparatów multiwitaminowych. Jest ona reklamowana jako środek przeciwdziałający wypadaniu i łamliwości włosów i paznokci. W Polsce najpopularniejsze suplementy diety zawierają od 0,3 mg do 10 mg biotyny, co wielokrotnie (około 6-200 razy) przekracza jej średnie, dzienne zapotrzebowanie. Osoby stosujące wysokie dawki biotyny są szczególnie narażone na ten typ interferencji, tym bardziej, że biotynę można kupić w dowolnej ilości, a ze względu na jej niezwykle niską toksyczność istnieje bardzo niewielkie ryzyko jej przedawkowania.
Drugą grupę zagrożoną interferencją biotyny stanowią pacjenci leczeni wysokimi dawkami biotyny (5-300 mg/dzień) w terapii wrodzonych chorób metabolicznych: niedoborze biotynidazy, niedoborze transportera-2 tiaminy, niedoborze syntetazy holokarboksylazowej [8] . W większych dawkach biotynę stosuje się u noworodków i niemowląt, zwłaszcza przy podejrzeniu choroby metabolicznej [9] oraz u osób dorosłych ze stwardnieniem rozsianym i innymi chorobami demielinizacyjnymi [10] . Stosowanie biotyny w leczeniu niektórych chorób jest kwestionowane. Na skutek niewielkiego efektu terapeutycznego część leków na bazie biotyny wycofano z handlu, np. Medday Pharmaceuticals wycofało w Europie lek Qizenday stosowany w leczeniu postępującego stwardnienia rozsianego. Problem interferencji biotyny związany z leczeniem tymi preparatami praktycznie w Polsce nie występuje, ponieważ nie są zarejestrowane procedury medyczne dopuszczające jej stosowanie w wysokich dawkach jako leku. Jedynym zarejestrowanym lekiem jest Biotebal (Biotinum) z rekomendowanymi dawkami do 5 mg na dobę.
PRACE POGLĄDOWE
witaminy przyjmowanej przez pacjenta odpowiadają te stężenia [4] . Bardziej szczegółowych informacji na temat wpływu różnych stężeń biotyny na oznaczenie wybranych parametrów dostarczył przeprowadzony na analizatorze Elecsys® (firmy Roche) eksperyment in vitro, w którym symulowano przyjęcie biotyny w dawkach 5-10 mg oraz 100-300 mg, co odpowiadało stężeniu biotyny w surowicy 15,6 μg/l i 31,3μg/l oraz 500 μg/l. Na niskie stężenia biotyny najbardziej wrażliwa była troponina T i przeciwciała przeciwtarczycowe, a w przypadku wysokich stężeń biotyny wszystkie testy okazały się znacząco podatne na interferencję ze strony tej witaminy. W eksperymencie wykazano dużą zmienność wrażliwości testów na zakłócenie spowodowane obecnością w surowicy biotyny oraz uzyskano dokładniejsze dane niż te zawarte w ulotce od producenta [14] . Eksperyment in vitro przeprowadzono także z użyciem analizatora Dimension® (firmy Siemens). Badano w nim wpływ różnych stężeń biotyny w próbkach pacjenta na wyniki testów immunodiagnostycznych. Przy stężeniu biotyny 50-200 μg/l nie wykazano żadnych interferencji w oznaczeniach. Stężenie biotyny 300 μg/l interferowało w oznaczenie troponiny i fT3, powyżej 400 μg/l w oznaczeniach: troponiny, digoksyny, N-końcowego propeptydu natriuretycznego typu B (NT-pro-BNP, N-terminal pro b-type natriuretic peptide), fT3, fT4, TSH, progesteronu i estradiolu [15] . Choć wyniki obu eksperymentów dostarczają wielu cennych informacji, przeprowadzono je z użyciem "czystej" biotyny i mogą nie odzwierciedlać warunków, jakie istnieją w próbce pacjenta, w której oprócz samej biotyny występują też jej metabolity [8, 15, 16] .
Wystąpienie interferencji biotyny w procedurze testów immunodiagnostycznych zależy od kilku czynników: od konstrukcji testu immunologicznego, wielkości dawki, jaką przyjmuje pacjent, od stężenia biotyny w badanej próbce, a przede wszystkim od czasu, jaki upłynie od przyjęcia ostatniej dawki przez pacjenta do pobrania materiału do badań. W przypadku biotyny przyjmowanej razem z pożywieniem jej stężenie w surowicy wynosi 0,12-0,36 nmol/l (0,0288-0,0864 μg/l) i nie zakłóca reakcji w testach z zastosowaniem układu SA/B [5, 17] . Li i wsp. przeprowadzili badanie, w którym 6 zdrowych osób przez 7 dni przyjmowało biotynę w dawce 10 mg. Średnie wyjściowe stężenie biotyny wynosiło 0,774 μgl (774 pg/ml), a po 7 dniach -3,6 μg/l (3600 pg/ml). W 7. dniu interferencję w oznaczeniach zaobserwowano w przypadku 39% (9 spośród 23) badanych testów wykorzystujących układ SA/B. Natomiast po 7 dniach od zaprzestania przyjmowania biotyny nie odnotowano już żadnych zmian w wynikach [11] . Biotyna w pojedynczej dawce 30 mg powoduje zakłócenia w oznaczeniach stężenia fT4, fT3 i tyreoglobuliny (analizator firmy Beckman Coulter), które utrzymują się do 24 godz. [18] . U pacjentki przyjmującej 100 mg biotyny 3 razy dziennie stężenie TSH, T4, fT4, T3 powróciło do normy po 3 dniach [19] . Wśród dzieci i noworodków leczonych dawkami biotyny [15] [16] [17] [18] [19] [20] 
Dlaczego interferencje biotyny są szczególnie istotne w diagnostyce chorób tarczycy?
Fałszywie zaniżone wyniki stężenia TSH, fałszywie podwyższone wyniki stężenia wolnych hormonów tarczycy i obecność przeciwciał przeciwko receptorowi TSH (TRAb) mogą sugerować nadczynność tarczycy bez wyraźnych objawów klinicznych. W tabeli II przedstawiono wyniki stężenia hormonów tarczycy w obecności wysokiego stężenia biotyny (opracowano na podstawie pracy Kummer i wsp. [20] ).
Interferencja biotyny w oznaczeniach hormonalnych -opisy przypadków
W ostatnim okresie zaczęły ukazywać się artykuły przedstawiające przypadki interferencji biotyny w oznaczeniach immunochemicznych. Najczęściej są to pojedyncze prace opisujące konkretne przypadki kliniczne. Prace te obejmowały różne grupy wiekowe: od noworodków po osoby w zaawansowanym wieku. W znacznej części dotyczyły nieprawidłowych wyników oznaczeń stężenia hormonów tarczycy (fT4, fT3) i stężenia TSH [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] , ale również stężenia PTH, kortykotropiny (ACTH, adrenocorticotropic hormone), prolaktyny, testosteronu, kortyzolu i estradiolu [6, 16, 26] . Doniesienia te były na tyle liczne, że w listopadzie 2017 roku amerykańska Agencja ds. Żywności i Leków (FDA, Food and Drug Administration) wydała komunikat ostrzegawczy dotyczący możliwości interferencji biotyny w oznaczenia immunochemiczne. W opublikowanym raporcie szczególnie niepokojąca była informacja o śmierci jednego pacjenta, u którego wyniki stężenia troponiny (markera martwicy kardiomiocytów) we krwi były błędne -fałszywie zaniżone w teście wykorzystującym układ SA/B. Pacjent ten przyjmował wysokie dawki biotyny. Zdarzenie to uwidacznia, jak poważne konsekwencje mogą wynikać z uzyskania nieprawidłowych wyników badań, spowodowanych obecnością egzogennej biotyny w badanej próbce [27] . Arya i wsp. opisują przypadek czterech noworodków, którym podano biotynę w związku z podejrzeniem wrodzonej choroby metabolicznej. U wszystkich zaobserwowano nieprawidłowe stężenia hormonów tarczycy przy braku objawów klinicznych wskazujących na tyreotoksykozę (analizator firmy Roche Diagnostics). U trzech noworodków po wykluczeniu podejrzenia choroby metabolicznej zaprzestano podawania biotyny. Wszystkie wyniki wróciły do normy. W przypadku jednego noworodka, u którego dalej kontynuowano podawanie biotyny, wyniki stężenia hormonów tarczycy oznaczone z wykorzystaniem innego analizatora (analizator Centaur, firmy Siemens) mieściły się w zakresie referencyjnym [9] . U 3-letniej dziewczynki z kwasicą propionową w celu dalszej diagnostyki zlecono badanie hormonów tarczycy. Stężenie TSH było poniżej normy, a stężenia fT4 i fT3 mieściły się w zakresie referencyjnym (analizator firmy Roche Diagnostics). Objawy kliniczne pacjentki nie wskazywały na tyreotoksykozę, dlatego zlecono Tabela II. Wyniki stężenia hormonów tarczycy w obecności wysokiego stężenia biotyny [20] 
